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ABSTRACT

In this study, the antiviral effect of stevioside contained in stevia, a popular plant of recent years, which has
previously been shown to be antiviral on human viruses, on BPIV-3 was investigated for the first time. With the
new data obtained, it was revealed whether stevioside could be an option in the fight against BPIV-3 infection,
which causes significant losses in terms of the national economy and cannot be controlled by vaccination. For
this purpose, the nontitotoxic dose of stevioside in MDBK cell culture was determined by cytotoxicity test and
the antiviral effect of stevioside on BPIV-3 was determined by titration test in BPIV-3 titers treated and untreated
with stevia. According to our results, it was determined that stevia showed an antiviral effect by decreasing the
titer of BPIV-3 produced in MDBK cell culture from 10-3.7/0.1ml to 10-1/0.1ml and 100/0.1ml, respectively, when
applied at 10pumol/L and 5000 umol/L, which was measured as noncytotoxic dose.
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Bu galisma ile daha 6nce insan viruslari Gzerinde antiviral etkinligi gosterilmis olan son yillarin popliler bitkisi
stevianin icerigindeki steviosidin BPIV-3 (izerindeki antiviral etkisi ilk kez arastirildi. Ulke ekonomisi agisindan
onemli kayiplar olusturan ve asi ile istenilen kontroliin saglanamadigi BPIV-3 enfeksiyonu ile miicadelede
steviosidin bir secenek olup olamayacagi elde edilen yeni verilerle ortaya koyuldu. Bu amagla steviosidin MDBK
hiicre kultiriindeki nonsitotoksik dozu sitotoksite testi ile belirlendikten sonra BPIV-3 iizerindeki antiviral etkisi
stevia ile muamele edilen ve edilmeyen BPIV-3 titreleri titrasyon testi ile belirlendi. Elde ettigimiz sonuglara gore,
stevianin 10 umol/L ve nonsitotoksik doz olarak 6lgiilen 5000 umol/L oranlarinda uygulandiginda, MDBK hiicre
kaltirinde uretilen BPIV-3’lin titresini 10-3.7/0.1 ml’ten sirasiyla 10-1/0.1 ml ve 100/0.1 ml'ye dusirerek
antiviral etki gosterdigi tespit edildi.
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Tibbi bitki olarak kabul edilen Stevia rebaudiana,
Asteraceae ailesine ait ¢ok yillk kictuk bir calidir.
Paraguay'in kuzeydogusundaki Amambay bolgesine 6zgi
olmakla birlikte 2012 yilindan beri Antalya, Adana, Rize,
Burhaniye, Soke, Yalova, Hatay ve izmir' de uretimi
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yapilmaktadir. Son yillarda adini siklikla duydugumuz dogal
tatlandirici bir bitki olan stevia yiiksek oranda fenol,
flavonoid ve antioksidan aktivite icerir (Taleie ve ark., 2012).
Stevianin  antibakteriyel, antiseptik, antihipertansif,
antifungal, antienflamatuar ve antitiimoral etkinligi oldugu
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son yapilan calismalarla ortaya koyulmustur (Mathur ve
ark., 2017; Momtazi-Borojeni ve ark., 2017; Ranjan ve ark.,
2011; Verma ve ark., 2019). Yapilan bilimsel ¢alismalarla,
stevianin virus replikasyonunu onledigini ve virus
adsorpsiyonu, penetrasyonu ve hiicreler arasindaki yayilimi
engelleyerek antiviral aktivite gosterdigi de bildirilmistir.
(Ceole Ligia ve ark., 2018; Kedik ve ark., 2009; Sharma ve
ark., 2021; Takahashi ve ark., 2001).

Sigir parainfluenza virusu tip 3 (BPIV-3), sigir
herpesvirus tip-1 (BHV-1), bovine respiratuar sinsityal
virus (BRSV) ve bovine viral diyare virusu (BVDV) gibi
patojenlerle birlikte sigirlarin solunum sistemi hastaliklari
kompleksi (BRDC) igerisinde yer alan 6nemli bir viral
etkendir (Fulton ve ark., 2017). Son klasifikasyonda Bovine
respirovirus olarak isimlendirilen bovine parainfluenza 3
virusu (BPIV-3), Paramyxoviridae ailesinin
Orthoparamyxovirinae alt ailesinin Respirovirus cinsi
icerisinde siniflandiriimaktadir. Yapilan arastirmalar ile
BPIV-3 enfeksiyonunun tiim diinyada ve ulkemizdeki
varhg bircok kez ortaya koyulmus ve sigirlarda
enfeksiyonunun varligi ile ilgili Ulkemizin  farkh
bolgelerinde yapilan arastirmalarda ise %18-91.1 arasinda
degisen oranlarda seroprevalansin oldugu belirlenmistir
(Gay & Barnouin, 2019; Gumisova ve ark., 2007; Gdr,
2019; Leal ve ark., 2019; Yazici ve ark., 2019). Ulkemiz besi
ve siit sigin yetistiriciligi icin bliylik bir Gneme sahip olan
BPIV-3, lilke ekonomisi lzerinde olusturacagi potansiyel
risk nedeniyle buyik bir tehdit unsurudur (Gumusova ve
ark., 2007). Yapilan literatir taramalarinda, stevianin
BPIV-3 Uzerindeki antiviral etkinligini gosteren bir
arastirmaya  rastlanilmamasi  sebebiyle  yaptigimiz
calismada, sigirlarda 6nemli solunum sistemi semptomlari
ve ekonomik kayiplara sebep olan BPIV-3 (izerinde
steviosidin antiviral etkisi, ticari olarak saflastiriimis stevia
preparati kullanilarak in vitro ortamda arastiriimistir.

Materyal ve Yontem

Yapilan c¢alisma, in vitro deney ortaminda
gerceklestiriimesi sebebiyle hayvan deneyleri yerel etik
kurul (HADYEK) iznine tabii degildir.

Hiicre kiiltiirii ve Virus izolasyonu

BPIV-3’ nin izolasyonu, titrasyonu ve steviada
sitotoksisite testleri icin Ondokuz Mayis Universitesi
Veteriner Fakiltesi Viroloji Anabilim Dali stoklarinda
bulunan Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre hatti
ve Bovine parainfluenza virus 3 Genotip C (BPIV-3c)
(MH357343) kullanildi. MDBK hiicre slspansiyonu
hazirlamada ve virus inokulasyonunda kullanilacak
MDBK hiicrelerini Gretmek icin MDBK hiicre stoklarinin
koyuldugu hiicre kiiltiirt flasklari (25 ve 75 cm2) igerisine
hicrenin Uretilecegi flask hacminin %10’u oraninda MEM
hiicre Uretme vasati (%10 fotal dana serumuve %1
antibiyotik soltisyonu) ilave edildi ve hucreler 37°C'lik
etlive koyularak her giin hiicre kiltiiri mikroskobunda
(Olympus, CKX41, Japonya) kontrol edildi. Flask
tabaninin  yaklasik %80’ ini kaplayan hiicrelere
adsorbsiyonlu yontemle DKID50 degeri 10-3.5/0.1ml
olan BPIV-3 inokulasyonu yapildi.

Stevianin Non-sitotoksik Dozunun
Hesaplanmasi
Stevia ekstrakti SigmaAldrich (Cat. No: 06295001-
500MG, USA) firmasindan temin edildi ve Stevianin
MDBK hcrelerindeki sitotoksik etkisi, Cell Counting Kit-
8 (CCK-8, Sigma-Aldrich) kullanilarak Uretici firmanin
talimatlari dogrultusunda arastirildi. Bu baglamda 96
kuyucuklu mikropleytlere mililitresinde 1x106 MDBK
hiicresi iceren hiicre slspansiyonundan 50 pl ilave
edilerek 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun
ardindan MEM vasati icerisinde hazirlanan, stok
stevianin farkh konsantrasyonundan (10, 20, 50, 100,
200 ve 5000 umol/L) 50 pl, kontrol icin hazirlanan
kuyucuklara ise 50 pl hiicre liretme vasati ilave edilerek
pleytler 37°C’ lik etivde 24 saat inkiibe edildi. Siire
sonunda etlivden alinan kuyucuklarin icerisindeki stevia,
pipet yardimi ile hiicreye zarar vermeden alinip, CCK-8
sollisyonundan 10 pl eklendi ve 37°C de 2 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasinda pleytler optik yogunlugu
(OD) 450 nanometre (nm) olan mikropleyt okuyucuda
(Tecan infinite F50) okundu. Bu islem 3 kez tekrarlandi ve
stevianin non sitotoksik dozu “[(OD test-OD blank)/(OD
kontrol-OD blank)]x100” formiliine gére hesaplandi.

Mikrotitrasyon testi

Nonsitotoksik  dozda  stevia  uygulanan ve
uygulanmayan BPIV-3’ {in doku kiltira enfektif dozunun
(DKID50) hesaplanmasi igin mikrotitrasyon testi yapildi
(Frey & Liess, 1971). Bu amagla virusun logl0 tabanina
gore hesaplanarak bir seri sulandirmasi yapilip her
sulandirma i¢in mikrotitrasyon pleytinin 4 géziine 100’er
pl koyuldu. Ayniislem non toksik konsantrasyonlarda (10
ve 5000 umol/L) stevia ile 24 saat inkube edilen BPIV-3
icinde tekrarlandi. Takiben sulandirmalarin tizerine ml’
sinde 300.000 (3x105) canli hticre bulunan hiicre
stispansiyonundan 50 ul ilave edildi. Hicre kontrol
olacak 4 goze 100 pl vasat ve 50 pl hiicre siispansiyonu,
virus kontrol olacak 4 goze ise 100 pl virus ve 50 ul hiicre
siispansiyonundan  koyuldu. Mikrotitrasyon pleyti
37°C'lik etive kaldirildi.  Mikrotitrasyon pleytleri
mikroskop altinda CPE olusumlari yoniinden her giin
gozlemlendi ve virus kontrolin 4 goéziinde de CPE
olustugunda test sonuglari degerlendirildi. Sonuglar
Spearmann-Kaerber metoduna gore hesaplandi
(Thrusfield, 2005).

istatiksel Analiz

Sitotoksisite denemelerinden (li¢ tekrar) elde edilen
verilerin ortalamasi alindi. Ayrica kontroller ve stevianin
farkli dozlarinin uygulandigi BPIV-3’ lerin viral yuk
farkhliklari ise titre olarak ifade edildi.

Bulgular ve Tartisma

BPIV-3 inokulasyonu
MDBK  hiicrelerine  adsorbsiyonlu  ydéntemle
inokulasyonu  yapilan  BPIV-3,  hiicre  kultiird

mikroskobunda kontrol edildi ve 24, 48 ve 72. saatteki
gorintileri fotograflandi. Fotograflar Resim 1'de
gosterildi.
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Resim 1. BPIV-3’lin MDBK hiicre kiltiirtinde (a) 24., (b) 48., (c) 72. saat gorlintlsi ve MDBK hiicre kontrol (d) (40X Blyttme)
Figure 1. (a) 24th, (b) 48th, (c) 72nd hour image of BPIV-3 in MDBK cell culture and MIDBK cell control (d) (40X Magnification)

Stevianin Sitotoksisite Testi Sonuglari

Stevianin MDBK hiicrelerindeki (WST-8) canhlik testi
Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Sigma-Aldrich) kullanilarak
sitotoksik etkisi belirlendi. Bu amagla BPIV-3’ {in 6nce 10,
20, 50, 100, 200, 5000 pmol konsantrasyonlardaki
sitotoksisitesi 6l¢lildii ve % 97 oraniyla yaklasik hiicre
kontrol diizeyinde bir canlilikla hiicre igin non sitotoksik
oldugu saptandi. Maksimum doz i¢cin 5000 pumol den
baslayarak saf steviaya kadar farkli sulandirmalarla

yapilan canlilik testlerinde 5000 pmol sulandirmada %
95 oraninda canlilik saptanirken 5000 umol'den sonraki
sulandirmalarda stevianin yiksek konsantrasyonda
hiicre ylzeyine ¢okmesi dolayisiyla sitotoksisitesi
olcilemedi ve bu nedenle maksimum ve minimum
nonsitotoksik doz olan 10 ve 5000 umol sulandirma
basamaklarindaki canliliklar canli hiicre sayimi ile de
dogrulanarak antiviral etkinlik icin nonsitotoksik doz
olarak segildi. Test sonucundaki hiicre sag kalim
oranlari Resim 2’'de gosterildi.

m Kontrol

M Stevia

94 A

93 A

1k

10pmol 20pmol 50pmol

100pmol

200pmol  5000pmol

Resim 2. Stevianin MDBK hiicre kiltiiriinde yapilan sitotoksisite testi sag kalim oranlari
Figure 2. Survival rates of stevia cytotoxicity test performed in MDBK cell culture
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Mikrotitrasyon Testi Sonuglari

Farkl stevia konsantrasyonlari ile muamele edilen
ve edilmeyen BPIV -3’lin mikrotitrasyon testi sonunda,
stevia uygulanmayan BPIV-3’lin enfeksiyozite giici 10-
3.7 /0.1 ml olarak saptanirken farkl
konsantrasyonlarda (10-5000 umol/L) steviosid
uygulanan BPIV-3’lGn enfeksiyozite glicinin ise 10
pumol/L steviosid uygulanan BPIV-3'de 10-1/0.1 ml’ ye
distigl, 5000 umol/L stevia uygulanan BPIV-3’de ise
virus Uremesinin tamamen ortadan kalkarak virusun
inaktive oldugu belirlendi (Cizelge 1).

Cizelge 1. BPIV-3’in MDBK hiicre kiltirlinde stevia
uygulanmadan ve farkli dozlarda stevia uygulamasi
sonrasl enfeksiyozite giicl sonuclari

Table 1. Infectious potency results of BPIV-3 in MDBK cell
culture without stevia application and after different
doses of stevia application

UYGULAMALAR DKIDso DEGERLERI
BPIV-3 1037 /o1 ml

BPIV-3 + 10 pmol/, stevia 10Y/o1 ml

BPIV-3 + 5000 pmol/, stevia 10°/o,, ml

Stevia, insan saghgi icin birgok faydasi kanitlanmisg
olan, birincil ve ikincil metabolitler iceren bir bitkidir.
Stevianin antihipertansif, antidiyabetik, antioksidan,
antienflamatuar, antihiperlipidemik, antionkojenik,
antimikrobiyal ve antiviral etkileri bircok calisma ile
kanitlanmistir. Yapilan bir galismada, stevianin saglkli ve
kalorisiz olamasi nedeniyle seker yerine tatlandirici
olarak kullanilabilinecegi, bitkinin dogal olmasi sebebiyle
zararsiz oldugu ve sentetik bilesikler gibi toksik etkiye
sahip olmadigl icin de bircok hastaligin tedavisi veya
onlenmesi icin potansiyel bir bitki olabilecegi
bildirilmistir (Latarissa ve ark., 2020). Behl ve ark. (2021)
yilinda vyayinladigi derlemede birgok fitokimyasalin
viruslarla micadele etme potansiyeli oldugunu
bildirmistir. Bugiin, 6zellikle koronavirus pandemisi gibi
son dramatik olaylarin isiginda, yeni antiviral ajanlara
yonelik kritik bir ihtiya¢c olusmus ve antiviral aktiviteye
sahip yeni terapotik Urlinlere olan talep artmistir. Bu
sebeple, yeni potansiyel antiviral ajanlarin kesfedilmesi
ve gelistirilmesi icin bitkilerin bu amagla sistematik
olarak arastirilmasi  6nemlidir. Stevianin antiviral
etkinligine yonelik gesitli calismalar yapilmistir. Stevia ile
yapilan in vitro bir c¢alismada, S. rebaudiana'nin
yapraklarindan elde edilen iki ham polisakkarit olan,
‘crude faction’ (SFW) ve ‘homojen alkali fraksiyon’(SSFK)
nin, Herpes simpleksvirus-1’e (HSV-1) karsi antiviral etki
gosterdigi ortaya koyulmustur. Yapilan ¢alismada
polisakkarit SFW'nin %50 sitotoksik konsantrasyonu
(CC50) 275 g/ml’den ve SSFK’nin 1000 g/ml'den yiiksek
oldugu bulunmustur. Ortalama %50 etkili konsantrasyon
(EC50) degerleri sirasiyla SFW igin 0.3 g/ml ve SSFK igin
18.8 g/ml olarak tespit edilmistir. Arastirma sonucunda,
stevianin vero hicre kiltlrlerinde Gretilen HSV-1'in

replikasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Oliveiraa ve
ark., 2013). Rotavirus (izerinde stevianin antiviral
etkisine bakilan baska bir calismada ise stevia ve Sophora
flavescens (SV) 6zlerinin domuzlarda rotavirus tzerinde
antiviral etkiye sahip oldugu ve oral yolla verilen SV'nin
stevianin  bagirsak limeninde emilimini artirarak
rotavirus replikasyonunu inhibe edebildigi ve stevianin,
rotavirusun hicresel reseptorlere baglanmasini inhibe
ettigini in vitro olarak gostermistir (Alfajaro ve ark.,
2014). Stevia ile yapilan bir diger ¢alismada, 2000 pg/ml
dozunda  stevia  ekstraktinin  domuzlarin  viral
ensefalomiyelitisi virusunun UGremesini 0.5 pg/mli,
infeksiy6z rinotraheitis (IRT) virusunu 0.25 pg/ml ve
koronavirus 0.33 pg/ml DKID50’ ye, 4000 pg/ml dozda
stevia ekstraktinin ise, domuzlarin viral
ensefalomiyelitisi virusunu 0.75 pg, IRT virusunu 0.5 pug
ve koronavirusu 0.66 ug DKID50 ye dislrerek antiviral
etki gosterdigi bildirilmistir (Kedik ve ark., 2009). Sharma
ve ark. (2021) tarafindan zika virus Uzerinde stevianin
etkisinin arastinldigi bir diger calismada pentagalloil
glikoz ve steviosid gibi dogal sakkaritlerin yiksek
afiniteyle etkilesime girerek konakgi hiicreye virus girisini
inhibe ettigi ayrica, Parishin A ve steviosid bilesiklerinin
Zika virGsuna karsi potansiyel ilag olarak kullanilabilir
oldugu sonucuna varilmistir.

Stevia rebaudiana bitkisinden elde edilen steviosid
gibi bircok fitokimyasalin antiviral etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada MDBK hiicrelerinde
stevianin minimum ve maksimum non sitotoksik dozlari
olarak oOlgtilen 10 umol/Lve 5000 pmol/L dozlarinda
kullanildiginda, MDBK hicre kiltirinde Gretilen BPIV-
3’Un titresini 10-3,7/0.1 ml den sirasiyla 10-1/0.1 ml ve
100/0.1 ml’ ye dustrerek antiviral etki gosterdigi ve.
Kedik ve ark. (2009) ve Sharma ve ark. (2021) tarafindan
yapilmig olan galismalarin sonuglari ile benzer oldugu
ortaya koyulmustur. Yaptigimiz ¢alisma ile BPIV-3
virusuna karsi da stevianin potansiyel ila¢ olarak
kullanilabilecegi ve ileri arastirmalar gerektigi sonucuna
ulasiimistir.

Sonug

Bu calisma ile BPIV-3 Uzerinde antiviral ajan oldugu
gosterilen stevianin MDBK hicrelerindeki 6lgilebilen
maksimum nontoksik dozunun 5000 pumol oldugu ve in
vitro sartlarda BPIV-3’lin (iremesini durdurarak antiviral
etki gosterdigi belirlendi. Bu verilerden yola cikarak,
BPIV-3’lin neden oldugu enfeksiyonun tedavisinde
stevianin bir secenek olarak degerlendirilebilecegi,
ancak bu konuda hayvan deneylerinin yer aldigl
kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ oldugu diisiintilmektedir.
Ayrica, ulke ekonomisi icin 6nemli yeri olan ve sigir
yetistiriciligi icin ekonomik 6nem tasiyan diger viral
hastaliklar icin de benzer c¢alismalarin yapilmasi
onerilmektedir.

Cikar Catismasi

Yazarlar gikar ¢atismasi olmadigini beyan etmektedir.
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